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基础 研究 


Furins]ttlo1-PDX 对 宫颈 癌 HeLa 细 胞 生长 .转移 和 成 癌 的 影响 
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摘要 :目的 研究 al1-PDX 对 宫 贫 癌 细胞 株 HeLa 细 胞 生长 .转移 及 成 瘤 的 影响 并 探讨 其 机 制 。 方 法 al-PDX 转 染 HeLa 细 胞 , 通 
过 MTT 细 胞 增殖 实验 ,Boyden 细 胞 迁移 和 侵袭 实验 观察 HeLa 细 胞 的 生长 ,迁移 和 侵袭 能 力 。 采 用 和 蛋白 印迹 法 检测 细胞 Furin 
及 产物 膜 性 D 型 金属 蛋白 酶 (MT1-MMP) 和 蛋白 量 的 变化 ,荧光 酶 底 物 实验 检测 Furin 活性。 制作 HeLa 细 胞 致 瘤 裸 鼠 模型 研究 
肿瘤 体内 生长 。 结 果 细胞 增殖 实验 结果 显示 ,与 对 照 组 相 比 24 h al-PDX 组 HeLa 细 胞 体外 生长 抑制 18.4% ,差异 有 统计 学 意 
义 (P<0.01) ;细胞 迁移 和 侵 认 实验 结果 显示 ,al-PDX 处 理 组 穿 过 滤 腊 和 基质 胶 的 HeLa 细 胞 数量 均 明 显 少 于 对 照 组 (P<0.01); 
HeLa/PDX 可 显著 降低 Furin 的 活性 和 MTILMMP 的 蛋白 水 平 。HeLa/PDX 致 瘤 裸 鼠 的 成 瘤 机 率 及 皮下 肿瘤 体积 明显 小 于 对 照 
组 。 结 论 wl-PDX 可 有 效 抑制 人 宫颈 瘤 HeLa 细 胞 的 生长 .转移 及 成 瘤 能 力 , 机 制 可 能 与 降低 Furin 活 性 及 产物 MTILMMP 的 表 


达 有 关 。 
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Effects of a1-PDX, a furin inhibitor, on growth, invasion, and tumorigenicity of cervical 


cancer HeLa cells 
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Abstract: Objective To investigate the effects of the furin inhibitor a1-PDX on the growth, invasion, and tumorigenicity of 
cervical cancer cells and explore the mechanisms. Methods The changes in the growth, migration and invasion of a 


1-PDX-transfected HeLa cells were observed using MTT assay, Boyden migration and invasion assay. The protein levels of 
furin and MT1-MMP were measured using Western blotting and furin activity was detected by enzyme activity assay in the 
transfected cells. HeLa cells were seeded subcutaneously in nude mice and the tumor volume changes were recorded. Results 
Compared with the control cells, a1-PDX-treated cells showed a significant growth inhibition by 18.4% at 24 h (P«0.01) with 
obviously lowered migration ability and cell invasiveness (P«0.01). Treatment with a1-PDX significantly reduced furin enzyme 
activity and MTI-MMP protein levels in HeLa cells. In nude mice, a1-PDX-treated HeLa cells exhibited a delayed and lowered 
tumorigenicity with reduced size of the tumors. Conclusion a1-PDX can inhibit the growth, metastasis and tumorigenicity of 


HeLa cells, the mechanism of which may involve a decreased furin activity and MTI-MMP expression. 
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宫 颁 癌 是 女性 最 常见 的 恶性 肿瘤 之 一 ,早期 治疗 效 
果 较 好 。 宫 颈 癌 发 生 转 移 及 浸润 后 很 难 彻底 根治 ,是 导 
致 患者 死亡 的 主要 原因 ,目前 其 转移 和 浸润 的 分 子 机 制 
未 明 。Furin 属 蛋 白 前 体 转 化 酶 家 族 成 员 ,可 以 水 解 前 
体 蛋 白 产 生活 性 蛋白 成 分 ,其 异常 表达 与 肿瘤 的 发 生 、 
转移 和 血管 生成 关系 密切 喧 。Furin 分 子 的 底 物 是 膜 性 
T 型 金属 蛋白 酶 (MT1-MMP) 的 前 体 蛋白 ,MT1-MMP 
可 通过 降解 基底 膜 和 多 种 细胞 外 基质 成 分 从 而 促进 肿 
瘤 细 胞 的 增殖 和 转移 59。Furin 参 与 宫颈 癌 生 长 和 转移 
的 相关 研究 比较 少见 。 我 们 以 HeLa 细 胞 株 及 致 瘤 裸 鼠 
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为 模型 ,使 用 Furin 抑 制剂 对 宫 贷 癌 细胞 生长 转移 效应 
进行 研究 ,可 进一步 理解 宫颈 冶 发 生 转移 和 侵 态 的 分 子 
机 制 , 并 为 开发 针对 性 的 靶 点 药物 提供 思路 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

人 宫颈 癌 细 胞 株 HeLa 细 胞 (协和 细胞 库 );BALB/ 
cA-nu 裸 鼠 , 由 河北 联合 大 学 实验 动物 中 心 提供 ,4~6 周 
龄 ;体质 量 :18~20 g; 饲 养 于 SPF 级 环境 中 。 重 组 表达 
质粒 pcDNA3.0-V5-al-PDX 由 本 实验 中 心 构 建 。 山 羊 
抗 免 和 山羊 抗 鼠 二 抗 (Sigma 美国 );BCA 蛋白质 定量 试 
HA (Pierce 26 |) ; MTT (Sigma 美国 ) ; p-actin , Furin , 
V5-Probe(G-14) 抗 体 (Santa Cruz Biotechnology 3X E] ) ; 
Furin 抑制 剂 wl-PDX(Portland 美 国 );Furin 特 异性 底 物 
Cbz-Arg-Ser-Lys-Arg-AMC (Bachem 瑞士 ) ; MTT 
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(Sigma 美 国 )。RPMI 1640 细 胞 培养 基 小 牛 血清 、 胰 
蛋白 酶 等 (Gibco 美 国 )。 

1.2 方法 

1.2.1 细胞 培养 及 转 染 在 5% CO,,37 的 培养 箱 中 ， 
HeLa 细 胞 用 含有 10%FBS 的 RPMI 1640 培 养 基 对 进行 
培养 分 为 两 组 。 细 胞 处 于 生长 对 数 期 时 脂 质 体 介 导 转 
染 pcDNA3.0 载 体 和 2 hg 包含 ul1-PDX 的 质粒 。 转 染 6h 
后 ,更 换 为 含 10%FBS 的 基本 培养 基 。 为 了 进行 后 续 实 
验 使 用 200 ug/ml G418 选 择 建 立 稳定 转 染 细胞 系 。 
1.2.2 MTT 细 胞 增殖 抑制 瞬时 转 染 空 质粒 pcDNA3.0 
和 al-PDX 质粒 后 将 HeLa 细胞 接种 于 96 孔 细胞 培养 
板 ,继续 培养 细胞 12.24.36.48 h, 加 入 200 yl MTT T 
作 液 (0.5 mg/mD Tj 2 h 进 行 常 规 MTT 检 测 ,于 酶 标 
仪 570 nm 读 取 吸光 度 值 。 细 胞 增殖 抑制 率 =(1- 实 验 组 
Asn 值 /对 照 组 Asw 值 )x100% 。 

1.2.3 细胞 迁移 及 侵袭 实验 采用 Boyden 小 室 法 检测 
HeLa 细 胞 ( 转 染 组 ` 空 载体 组 ) 的 迁移 及 侵袭 能 力 。 使 
用 8 pmol/L 人 工 基底 膜 将 上 下 两 室 分 开 ,侵袭 实验 需 
要 预先 在 膜 上 铺 2 ng 基质 胶 *“。 制 备 HeLa 细 胞 空 质 
粒 组 和 表达 al-PDX cDNA 稳定 转 染 细胞 悬 液 ,调整 细 
胞 密度 至 $x107ml。 取 不 含 血清 的 培养 基 制 备 的 单 细 
胞 悬 液 100 nl 加 入 Boyden 上 室 , 下 室 一 般 加 入 600 ul 
培养 基 含 10% 小 牛 血清 。 篆 规 培养 细胞 24 hp。 取出 
Boyden 小 室 , 弃 去 孔 中 培养 液 ,PBS 洗 2 遍 , 甲 醇 固 定 
30 min, 将 小 室 适当 风干 。0.2% 结 唱 紫 染色 20 min, 196 
SDS 洗 3 遍 。 倒 置 显微镜 拍照 细胞 并 记 数 。 

1.2.4 细胞 免疫 荧光 细胞 培养 过 夜 贴 壁 后 分 别 转 染 空 
质粒 及 pCDNA3.0-V5-PDX 质粒 培养 24 h, 加 入 2 ml 
496 2 SE FE zs i [8] 4E 30 min, 透 化 并 封闭 后 胰 育 V5 标 
签 抗 体 ,使 用 1% BSA 按 适当 滴 度 (1:100) 稀 释 滴 在 六 
玻 片 上 4 过夜。 荧光 标记 二 抗 在 室温 避 光 静 置 1 hs 
封 片 荧光 显微镜 拍照 。 

1.2.5 免疫 印迹 低温 乔 取 各 组 细胞 裂解 静 置 30 min, 
高 速 离心 后 取 上 清 备用 。 和 蛋白 定量 并 在 95 水 浴 变 性 
5 min。 样 品 凝 胶 电泳 结束 后 转 膜 , 加 入 Furin 单 抗 (1: 
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1000) . MTI-MMP $t (1:1000)4 CIX» ZPA: 
5000) zc ilit y 2 h ,化 学 发 光 并 曝光 ,扫描 结果 。 
1.2.6 Furin 酶 活性 检测 活化 的 Furin 能够 特异 切割 
Cbz-Arg-Ser-Lys-Arg-AMC 短 肽 底 物 ,水 解 Arg-Ser- 
Lys-Arg 肽 键 。 在 共 价 偶 联 时 ,AMC 不 能 被 激发 欧 光 ， 
要 肽 被 水 解 后 释放 出 AMC, 自 由 AMC 才 能 被 激发 发 射 
亚 光 。 根 据 释放 的 AMC 菊 光 强 度 大 小 ,可 反映 Furin 被 
活化 的 程度 。96 孔 板 中 接种 细胞 培养 过 夜 ,瞬时 转 染 空 
质粒 pcDNA3.0 和 包含 al1-PDX 质 粒 并 将 细胞 接种 于 96 
孔 细胞 培养 板 ,继续 培养 24 h 后 裂解 细胞 使 用 BCA 法 
测 蛋 白 浓 度 ,重复 3 孔 。200 由 体系 中 加 入 Furin 特 异性 
底 物 Cbz-Arg-Ser-Lys-Arg-AMC,37 *CREJ'CHEE A 1 ho 
酶 标 仪 检测 荧光 强度 ,激发 光波 长 380 nm, 发 射 光 波长 
为 460 nm ,记录 并 分 析 结 
1.2.7 裸 筷 皮下 移植 瘤 模型 的 建立 稳定 转 染 宫颈 瘤 
HeLa/PDX 及 HeLa/CTL 细 胞 , 制 成 单 细胞 悬 液 ,调整 浓 
度 为 1x10Vml;12 只 裸 鼠 分 成 两 组 ,无 菌 条 件 下 用 1 ml 
注射 器 接种 于 右前 肢 腋 部 皮下 ,接种 量 为 0.2 ml, 间 
隔 5 d 观 察 1 次 直到 注射 后 30 d。 观 察 两 组 裸 鼠 成 瘤 一 
般 情 况 并 测量 瘤 体积 变化 , 即 用 游标 卡尺 测量 肿瘤 长 径 
和 宽 径 ,估算 肿瘤 体积 (V) , 取 各 组 平均 值 , 绘 制 生长 曲 
线 .V= 长 径 x 宽 径 ?x0.5。 
1.3 图 象 分 析 及 数据 统计 

实验 数据 采用 均值 + 标准 差 表 示 ,SPSS13.0 统 计 软 
件 对 数据 行 : 检 验 或 方差 分 析 ,P<0.05 表 明 统 计 有 显著 
性 差异 。 


2 结果 
2.1 稳定 转 染 gl1-PDX 后 蛋白 表达 情况 
HeLa 细 胞 火光 实验 表明 ,与 空 质 粒 组 相 比 ,稳定 转 
染 al1-PDX 组 可 见 V5-al1-PDX 红 色 荧 光 和 蛋白 阳性 表达 
(图 1A); 和 蛋白 印迹 实验 表明 ,与 对 照 组 相 比 ,al-PDX 转 
染 组 V5-al1-PDX 和 蛋白 水 平 明显 增加 (图 1B)。 
2.2 Furin 抑制 剂 对 HeLa 细 胞 增殖 的 影响 
MTT RH ,不 同时 间 点 xl-PDX 均 对 HeLa 细 


HeLa/PDX 


B HeLa/CTL 


V5-PDX 


p-actin 


图 1 细胞 免疫 荧光 及 和 蛋白 印迹 法 检测 HeLa 细 胞 中 V5-al1-PDX 的 表达 


Fig.1 V5-a1-PDX expression in HeLa cells detected by cell immunofluorescence staining (A, original magnification: x200) and 


Western blotting (B). 
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胞 增殖 产生 抑制 作用 ,24 h 对 细胞 增殖 的 抑制 作用 最 
大 ,达到 18.4%(P=0.001, 图 2)。 
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图 2 al-PDX 对 HeLa 细 胞 的 生长 抑制 作用 
Fig.2 Inhibitory effects of al-PDX on the proliferation of 
human cervical cancer HeLa cells measured by MTT assay. 


2.3 ul-PDX 对 HeLa 细 胞 转移 侵袭 的 影响 

为 了 分 析 Furin 抑 制 后 是 否 影响 宫 颂 癌 细 胞 的 迁移 
和 侵袭 ,使 用 Boyden 小 室 进行 检测 。 孵 育 24P 后 ,oa 
1-PDX 稳 定 表达 组 与 对 照 组 相 比 , 穿 透 人 工 基 底 膜 和 基 
质 胶 的 HeLa 细 胞 数量 均 明 显 减 少 ,具有 统计 学 意义 
(P=0.001,P=0.002, 图 3A,B)。 
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图 3 ul-PDX 对 HeLa 细 胞 迁移 率 及 侵 效率 的 影响 
Fig.3 Effects of al-PDX on the migration (A) and invasion 
(B) of HeLa cells. 


2.4 ul-PDX 对 Furin 有 蛋白 表 达 和 酶 活性 的 影响 
相对 分 子 质量 约 90 kb 处 可 见 Furin 特 异性 蛋白 条 
带 ,al-PDX 组 与 对 照 组 相 比 染色 较 浅 。 但 两 者 Furin 表 
达 差 别 不 明显 (图 4A)。 进 一 步 检测 a1-PDX 对 Furin 酶 
活性 的 影响 。 如 图 4B 所 示 , 与 对 照 组 相 比 ,al-PDX 对 
Furin 酶 活性 有 明显 的 抑制 作用 ,使 用 酶 标 仪 测定 酶 水 


3 


解 底 物 AMC 的 荧光 强度 (au.) 值 由 开始 的 310.33+5.51 

降低 到 此 时 的 189.00+6.24, 活性 水 平 下 降 了 约 39.1% 

(P«0.001,n23), 

2.5 ul-PDX 对 HeLa 细 胞 MT1-MMP 有 蛋白 表达 的 影响 
相对 分 子 质量 约 58 kb 处 可 见 MT1-MMP 特异 性 


蛋白 条 带 ,与 对 照 组 相 比 ,wl-PDX 组 和 蛋白 条 带 着 色 较 浅 
(图 4A)。 


2.6 癌 细 胞 HeLa KÆR ZE 

2.6.1 裸 鼠 的 一 般 情 况 皮下 肿瘤 前 期 生长 较 慢 ,开始 
外 观 呈 球形 或 半球 形 , 初 起 可 活动 ,日 渐变 硬 。 肿 瘤 大 
小 不 一 ,观察 期 内 无 一 例 发 生 局 部 皮肤 破 溃 。 随 着 肿瘤 
的 增长 , 裸 鼠 逐渐 出 现状 态 欠 佳 ,活动 减少 。 第 20 天 ， 
空 质粒 组 有 两 只 裸 鼠 开始 出 现 精神 蓉 靡 ,体质 量 明显 下 
降 , 但 截止 到 处 死期 ,无 一 例 死 亡 (图 5B)。 

2.6.2 两 组 皮下 注射 HeLa 细 胞 的 成 瘤 机 率 第 5 天 空 质 
粒 组 有 1 只 宫颈 癌 HeLa 致 瘤 裸 鼠 出 现 皮下 肿瘤 ,第 25 
天 6 只 均 出 现 皮下 肿瘤 ,成 瘤 几 率 为 100%; 第 15 天 w 
1-PDX 组 仅 有 一 只 裸 鼠 出 现 肿瘤 ,直到 第 30 天 有 4 只 出 
现 肿瘤 (图 SA) ,成 瘤 儿 率 为 679%。 

2.6.3 a1-PDX 37A È 25 J& HeLa ?& 45 418 78 4 4 85 E 
长 曲线 使 用 游标 卡尺 从 体 表 测量 裸 鼠 皮下 移植 瘤 的 
长 径 及 宽 径 ,用 公式 V= 长 径 x 宽 径 2x0.5 佑 算 瘤 体积 。 
数据 统计 分 析 后 发 现 第 20 天 aul-PDX 组 瘤 体积 为 
323.00+23.07, 远 远 小 于 空 质粒 组 的 639.67+49.22, 两 
组 相 比 差异 有 统计 学 意义 (P<0.01, 图 5C)。 


3 讨论 

发 展 中 国家 ,宫颈 瘤 是 最 常见 的 妇科 恶性 肿瘤 之 
一 。 目 前 手术 治疗 .放疗 及 化 疗 明 显 降低 了 宫 颂 癌 患者 
的 死亡 率 , 宫 颂 癌 的 浸润 和 转移 是 造成 预后 不 良 患者 死 
亡 的 主要 原因 "”"。 肿 瘤 细胞 侵 秦 和 转移 需要 突破 基底 
膜 并 侵犯 邻近 组 织 或 进入 血管 淋巴 管 到 达 革 器官 "。 
MT1-MMP 是 基质 金属 蛋白 酶 家 族 的 一 个 亚 族 ,能 降解 
细胞 外 基质 和 基底 膜 成 分 ,研究 显示 MT1-MMP 抑 制剂 
在 一 定 程 度 上 可 对 抗 肿 瘤 细 胞 的 浸润 和 转移 ”。 
MT1-MMP 要 发 挥 跨 膜 蛋白 水 解 酶 的 作用 ,首先 需要 在 
蛋白 前 体 转化 酶 Furin 的 作用 下 裂解 前 体 MT1-MMP 
(proMT1-MMP) 生 成 活性 MT1-MMP。 

Furin 是 发 现 得 最 早 且 功能 研究 最 为 清楚 的 哺乳 动 
物 前 体 加 工 酶 ,在 组 织 细胞 内 广泛 分 布 。Furin 活化 可 
参与 加 工 多 种 底 物 分 子 前 体 。Furin 在 许多 人 类 肿瘤 中 
过 表达 ,在 肿瘤 细胞 的 增殖 调控 . 粘 附 转移 和 免疫 反应 
中 发 挥 作用 所。 它 可 作为 肿瘤 进展 的 分 子 标记 ,其 活性 
与 肿瘤 的 恶性 表 型 呈正 相关 。Furin 参 与 宫颈 瘤 发 病 
的 相关 人 研究 不 多 ,人 研究 表明 生长 因子 激活 p38 激酶 可 导 
致 Furin 活 化 并 裂解 人 乳头 状 瘤 病 毒 重 白 从 而 影响 宫颈 
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图 4 al-PDX 对 Furin`MTI-MMP 蛋 和 白 及 Furin 活 性 的 影响 
Fig.4 Effects of al-PDX on the protein expression of furin and MTI-MMP 


(A) and furin activity (B). 
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体内 生长 有 明显 抑制 作用 , 且 裸 鼠 致 瘤 几 率 降 低 了 
33%。 同 时 al-PDX 明 显 降 低 了 宫 颁 癌 细 胞 的 迁移 和 侵 
FREJ ,特别 是 迁移 紊 和 侵 检 率 分 别 下 降 到 41.8% 和 
28.9%。 这 与 之 前 Coppola 的 研究 结果 相 一 致 "中 ,说 明 
重组 蛋白 wu1-PDX 对 于 体外 对 抗 肿瘤 细胞 的 后 长 和 侵袭 
非常 有 效 。 为 了 研究 a1-PDX 抑 制 肿瘤 细胞 生长 转移 的 
内 在 机 制 , 我 们 进一步 实验 发 现 它 对 Furin 和 蛋白 作用 不 
太 大 ,对 Furin 活 性 抑制 比较 明显 ,使 其 活性 降低 了 
39.1%。 和 蛋白 印迹 结果 发 现 它 能 够 使 宫颈 癌 细 胞 内 
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| ok 
Furin C — 
150; 


Notch-1, MTI-MMP 等 前 体 蛋 白 底 物 
分 子 对 于 瘤 细 胞 的 转化 XERR 628 
WEERA EREN, 
许多 小 分 子 物质 BAI RR 
及 多 肽 的 衍生 物 可 以 抑制 Furin 活性 
号 。 本 研究 中 使 用 Furin 选择 性 抑制 剂 
al-PDX, 它 常 被 用 于 体内 外 各 种 实验 
模型 ”"”。 我 们 发 现 随 着 时 间 延 长 至 
48 h, 对 照 组 宫颈 癌 HeLa 细 胞 增殖 能 
力 显 著 ; 致 瘤 裸 鼠 的 肿瘤 生长 有 明显 的 
时 间 依 赖 性 ,30 d 左 右 , 肿 瘤 体积 将 突 
破 1200 mm’, 与 此 相 比 ,al-PDX 明 显 
降低 了 宫 贷 癌 细 胞 的 生长 增殖 (图 2); 
图 5 中 可 见 al-PDX 对 HeLa 移 植 瘤 的 
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图 5 体内 致癌 裸 鼠 实验 

Fig.5 Effects of al-PDX in vivo on 
tumorigenicity in nude mice. A: Tumor 
formation evaluated at the indicated time 
point; B: Nude mice on day 30; C: Tumor 
volume changes with time. 


MT1-MMP 和 蛋白 水 平 显著 降低 。 这 与 其 他 实验 室 研究 
结果 是 一 致 的 "*”。 但 值得 注意 的 是 早期 有 报告 认为 侵 
袭 标志 因子 MTI-MMP 的 激活 在 人 结肠 癌 LoVo 细胞 
株 中 为 非 Furin 依 赖 途径 "。 分 析 可 能 与 各 实验 室 选 择 
的 细胞 株 类 型 有 关 。 本 实验 中 al1-PDX 可 有 效 抑制 人 宫 
贷 癌 HeLa 细 胞 的 生长 及 转移 能 力 ,可 能 通过 降低 Furin 
活性 及 产物 MTI-MMP 的 表达 ,使 后 者 失去 了 降解 胶原 
和 纤维 连接 蛋白 的 能 力 ,而 Furin 裂 解 活化 MT1-MMP 
的 细节 需要 进一步 研究 。Furin 是 多 种 活性 分 子 的 前 
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Is, ll MT1-MMP, TGF-, IGF-1R, VEGF-C, PDGF-A, 
ADAM 等 ,这 些 分 子 均 与 生长 增殖 有 关 ,Furin 裂 解 活化 
这 些 活性 分 子 前 体 的 细节 也 需要 进一步 研究 。 正 是 因 
为 如 此 ,我 们 认为 抑制 Furin 活 性 比 单纯 抑制 肿瘤 转移 
相关 蛋白 MT1-MMP 的 表达 对 于 控制 肿瘤 转移 和 侵 秦 
更 为 有 效 。 使 用 Furin 抑 制剂 进行 临床 肿瘤 治疗 将 会 是 
一 条 新 思路 。 
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